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論文内容要旨
 硬骨における複合糖質に関する研究はRogerらに始まり,Meyerその他の研究者により,
 コンドロイチン硫酸Aの分離,同定がなされた。その後糖タンパクも含まれることが明らかにな
 り・Herringらは・ウシの骨のEDTA抽出物から・コラーゲン様物質・ムコタンパク・シアロ糖
 タンパク・コンドロイチン硫酸A・およびコンドロイチン硫酸Aとシアロ糖タンパクが結合した
 ものを分離,同定した。さらに,アルブミンおよび酸性度の低い糖タンパクがかなり濃縮された
 形で存在し,これらも化骨に重要な役割をはたすと推定した。Burchardらは,ウサギ硬骨の
 EDTA抽出物中にも,上記と同様な複合糖質の存在することを報告した。著者は,硬骨中にお
 ける複合糖質の存在様式を再検討するため,以下の実験を行なった。
実験方法
 ウサギ大腿骨のアセトン乾燥粉末を'・40%EDTA溶液(pH7・4)で49G,2日間抽出を
 行ない,得られた抽出液を透析,濃縮し,緩衝化エタノールを加えた。生じた沈殿を再びEDTA
 溶液にとかし,105,000×9,30分間遠心し,上清を透析,濃縮し,緩衝化エタノールを
 加えて,粗複合糖質画分1(E-Fr.)を得た。E-Fr.に含まれる個々の複合糖質の種類を確
 認するため・Pronase・GhondroitinaseABG単独消化,および両者を組合せて消化を
 行なった。一方,複合糖質に結合したタンパクを出来るだけ変性させないで分画精製するため,
 E-Fr.をOM-SephadexG-25処理後,GPG一セルロースカラムクロマトグラフィー,
 およびE-Fr.を直接DEAE-SephadexA-50カラムクロマトグラフィーで分画した。
 他方,EDTA抽出残燈は,6M尿素を用いて4。0,続いて,60。0,2日間抽出を行なった。
 得られた各抽出液を透析,凍結乾燥し,複合糖質を含む6M尿素60。G抽出物を粗複合糖質画分
 皿(H-UFr.)とした。H-UFr.はGollagenase-Pronase消化を行ない,.その消化
 産物をSephadexG-25,G-100のゲルろ過を行なってから,素通り画分をDEAE-
 SephadexA-50のカラムクロマトグラフィーで分画した。上記の各方法で得られた個々の
 画分について,電気泳動,赤外線吸収スペクトル分析,構成成分の定性,定量分析を行なった。
 実験結果および考察
 E-Fr.は電気泳動で4つの画分に分かれた。すなわち,Fr・1として,原点部分に残るもの,
 Fr.皿として,ヒ'アルロン酸よりやや移動度の低いブロードなバンドを示すもの,Fr.皿とし
 て・ヒアルロン酸とコンドロイチン硫酸Bとの間に泳動するもの・Fr.Nとして・コンドロイ
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 蜜テン硫酸Aよりやや移動度の低いものに分かれた。複合糖質はFr.皿に最も多く含まれ,Fr.N
 熱れにつづき・Fr』・Fr・1はその含量は極めて低かった・∬「。皿:Oh・n己r・itinaぎe
 裏iABOで消化を受けず,Pronaseで消化を受け,約2/3のタンパク,ヘキソース,ウロン酸・
 }シアル酸を失い,電気泳動的にやや移動度を増した。その消化で得られた物質はヘキソース36.2
 鐙%(ガラクトースを主成分とし少量のマンノースを含む),ヘキソサミン30.6%(グルコサミ ヂ
1'
 讃'ン:ガラクトサミン≒28:5),フコース2.4%,シアル酸7.6%,硫酸6.6%を含んでおり,
 諺.赤外線吸収スペクトルは6一硫酸の存在を示した。したがってこの物質は,硫酸化糖ペプチド
 熱硫酸含量の少ないケラタン硫酸様物質)とみなさ徹.この種の物質が硬骨中睨出さ倣こ
 鋒..とは全く新しい知見である・さら1ここの物質は・H-UF「のGollagenase『P「onase消化
 蒙・』産伽らも単離され・ヘキソサミン1こ対する硫酸のモル比はH「・から得られたものより高
 く・マトリックスにより強く組み込まれて存在するタイプのものと推定され,E-Fr.のものは・
 三.・,..黒化分解過程の初期のもの,あるいは,マトリックスにゆるく組み込まれて存在するものと推定
 された。∬r.N:分析値および赤外線吸収スペクトルより,コンドロイチン硫酸Aを含むことが
 明らかとなった。コンドロイチン硫酸Aと結合するタンパク部には,ヘキソースや少量のシアル
 酸が含まれるので糖タンパクと推定され・・Herringらの報告と同様・シアロ糖タンパクとの結
 合も考えられた。精製標品に含まれるヘキソサンミンに対する硫酸のモル比は0.72とやや低く,
 組織におけるプロテオコンドロイチン硫酸Aの異化分解過程の初期の産物とも考えられた。一方
 H-UFr.のGollagenase-Pronase消化産物から精製した標品は硫酸含量も高く,マト
 リックスにより強く組み込まれたものとみなされた。∬r.∬:Pronase消化で検出されなく
 なり,分画精製すると2つの画分(D-2とD-3)に分かれた。D-3はシアル酸の含量が高
 く,シアロ糖タンパクとみなされたが,少量のコンドロイチン硫酸を結合していることも考えら
 れた。一方,D-2は酸性度の低い糖タンパクとみなされた。∬f・1:分析値,染色性などか
 ら・アルブミン様物質とみなされた・
結 目
 ウサギ硬骨部に最も多く含まれる複合糖質は硫酸化糖タンパク(硫酸含量の少ないケラタン硫
 酸様物質がタンパクと結合したもの)で,コンドロイチン硫酸A画分(プロテオコンドロイチン
 硫酸Aとタンパクを結合していないコンドロイチン硫酸Aとの混合物)'がこれにつぎ,その他,
 シァロ糖タンパク,酸性度の低い糖タンパクやアルブミン様物質の存在が確認された。さらに,
 硬骨中の硫酸化糖タンパクやプロテオコンドロィチン硫酸Aには,マトリックスに強く組み込ま
 れたタイプのものと,それらの異化分解の初期の産物,または,マトリックスにゆるく組み込ま
 れたタイプのものとが存在することが明らかとなった。
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 審・査結果の要旨
 硬骨における複合糖質として,コンドロイチン硫酸Aと2～3の糖タンパクの存在が報告され
 ていたが,その存在様式は十分解明されていない。
 著者は硬骨の複合糖質の存在様式を再検討するため,ウサギ大腿骨を40%EDTAで抽出し,
 その抽出物をまずプロナーゼおよびコンドロイチナーゼABGで消化し,主要な複合糖質を確認
 した。次いで・抽出物をGM一串ephadexG-25処理・CPO一セルロースカラムクロマトグ
 ラフィー・DEA耳一SephadexA-50カラムクロマトグラフィ・一などで分画,精製した。一
 方,EDTA抽出残渣は,6M尿素で抽出し,得られた複合糖質画分をコラゲナーゼとプロナーゼ
 で消化し・消化産物をSephadexG-25・G-100のゲルろ過・次いでDEAE-Sepkadex
 A-50のカラムクロマトグラフィーで分画した。これらの各方法で得られた個々の国分につい
 て,電気泳動法,赤外線吸収スペクトル分析,構成成分の定性,定量分析を行なった。その結果,
 ウサギ大腿骨の硬骨部に最も多く含まれる複合糖質は,硫酸化糖タンパク(硫酸含量の少ないケ
 ラタン硫酸様物質がタンパクと結合したもの)で,コンドロイチン硫酸A画分(プロテオコンド
 ロイチン硫酸Aとタンパクの結合していないコンドロイチン硫酸Aとの混合物)がこれに次ぎ,
 その他,シアロ糖タンパク,酸性度の低い糖タンパクやアルブミン様物質の存在が確認された・
 さらに,硬骨中の硫酸化糖タンパクやプロテオコンドロィチン硫酸Aには、マトリックスに強く
 組み込まれたタイプのものと,それらの異化分解の初期の産物,または,マトリックスにゆるく
 組み込まれたタイプのものとが存在することも明らかとなった。
 以上の成績は,硬骨中の個々の複合糖質を分離,同定し,これまで知られていなかうた硫酸化
 糖タンパクの存在を明らかにすると共に,硬骨における硫酸化糖タンパクとプロテオコンドロイ
 チン硫酸Aの存在様式に重要な手がかりを与えたもので,結合組織研究への貢献は甚だ大である。
 よって本論文は学位を授与するに値する。
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